盐 穗 木 病程 相关 和 蛋白 HcPR10 抗 血清 的 制备 及 鉴定 
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摘要 : 病程 相关 和 蛋白 (PRs) 在 植物 抗 病 抗 着 过 程 中 发 挥 重 要 作用 。 盐 穗 木 病 程 相关 蛋白 基 
因 HcPRI10 (GenBank: KF673356) 来 自 盐 穗 木 (Halostachys capsica) 在 600 mmol-L' NaCl 
胁迫 下 的 盐 抑 制 差 减 文库 。 为 探究 盐 穗 木 病 程 相关 和 蛋白 HcPR10 发 挥 生 物 学 功能 的 机 制 ， 通 
过 体外 表达 和 纯化 HcPR10 重 组 蛋白 , 制备 特异 性 的 HcPR10 多 克隆 抗体 。 本 研究 采用 双 酶 切 
构建 原核 重组 表达 载体 pET28a-HcPR10, 转化 至 大 肠 杆 菌 (Escherichia coli) BL21 诱 导 表 
达 ， 通 过 正 交 分 析 优 化 重组 蛋白 可 溶性 诱导 表达 的 条 件 , 利用 Ni-NTA 亲 和 层 析 柱 纯化 融合 
和 蛋白， 免疫 BALB/c 小 鼠 制 备 多 克隆 抗体 , 基于 纯化 获得 的 His-HcPR10 重 组 蛋白 和 转 HcPR10 
拟 南 芥 总 蛋白 ， 分 别 利用 ELISA 和 Western Blotting 检 测 抗 血清 效 价 和 特异 性 。 结 果 表明 : 成 
功 构 建 重组 表达 载体 pET28a-HcPR10; 正 交 结果 显示 诱导 温度 27 'C， 诱 导 转 速 200 
rmin’, IPTG}K£0.7 mmolL!， 诱 导 时 间 6 KALE RUBS RAKE AEH EA; 
ELISA 检 测 抗 HePR10 血 清 效 价 达 1:243 000, Western Blotting 印 迹 结果 显示 制备 的 抗 血清 可 
以 与 重组 蛋白 和 转基因 拟 南 芥 〈4rapidompsis thaliana) 中 异 源 表达 的 HcPR10 蛋 白 特异 性 结 
合 。 获 得 了 效 价 高 、 特 异性 强 的 盐 穗 木 病 程 相关 和 蛋白 HcPR10 抗 血清 ， 为 进一步 研究 HcPR10 
的 亚 细 胞 定位 及 生物 学 功能 葛 定 了 基础 。 
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Preparation and identification of antiserum against HcPR10 


from Halostachys caspica 
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Abstract: Pathogenesis-related proteins (PRs) play important roles in plants in response to 
pathogen attack and diverse environmental stresses. HcPR1IO (GenBank: KF673356) was isolated 
from the Suppression Subtractive Hybridization cDNA libraries of Halostachys caspica under the 
stress of 600 mmol.L NaCl. In order to investigate the biological function of HcPR10, the 
specific polyclonal antibody of HcPR10 was prepared by expression and purification of 
recombinant HcPR1O protein in vitro. In this study, recombinant prokaryotic expression vector 
pET28a-HcPR1O was constructed by double digestion and then was transformed into Escherichia 


coli strain BL21 to induce HcPR10 expression. We explored the optimal expression condition for 
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soluble recombinant protein in BL21 by orthogonal analysis. Fusion proteins which were purified 
by the Ni-NTA affinity chromatography column were injected to BALB/c mice for preparing the 
HcPR10 polyclonal antibody. The titer and specificity of HcPR10 antiserum were detected 
respectively by ELISA and Western Blotting using recombinant protein His-HcPR10 and total 
protein of transgenic HcPR1O plant. The results showed that the recombinant expression vector 
pET28a-HcPRI1O was successfully constructed. The maximum amount of soluble fusion protein 
was obtained under the 27 °C, 200 r-min' and 0.7 mmol-L” IPTG for induction 6 h. The 
antiserum for HcPR10 possessing 1:243 000 titer could bind specifically to recombinant protein 
His-HcPR10 and the heterologous protein from transgenic HcPR10 Arabidopsis. The high titer 
and specific antiserum for HcPR10 has been prepared successfully, the results of this study 
provide the foundation for further investigating the subcellular localization and biological function 
of HcPR1O0. 
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病程 相关 和 蛋白 Cpathogenesis-related proteins, PRs) 是 植物 受到 生物 或 非 生物 胁迫 时 诱 
导 表达 的 一 类 特异 性 蛋白 ,在 植物 疾病 防御 、 响 应 生物 和 非 生物 胁迫 过 程 中 发 挥 重 要 作用 ( 温 
章 洁 等 ，2008)。 病程 相关 蛋白 广泛 存在 于 单子 叶 和 双子 叶 植 物 中 ,根据 它们 的 电泳 迁移 率 、 
植物 起 源 、 血 清 学 关系 和 氨基酸 序列 同 源 性 ， 病 程 相关 和 蛋白 被 分 为 17 个 家 族 ， 其 中 PR10 
因 包 含 100 多 个 成 员 而 备 受 关注 (Van etal., 2006; Sels et al., 2008). 

PR10 首次 在 体外 培养 的 欧 上 芹 (Petroselinum crispum ) 细 胞 中 发 现 (Somssich et al., 1988), 
之 后 又 相继 鉴定 了 水 稳 (Oryza sativa), HR (Saccharum officinarum)、 三 七 (Panax 
notoginseng ) FUE is =. (Cicer arietinum) 的 病程 相关 蛋白 10(Wu et al., 2016; Peng et al., 2017; 
Tang et al., 2019; Chatterjee et al., 2019)， 其 蛋白 分 子 量 在 15~19 kDa， 等 电 点 偏 酸性 、 无 

言 号 肽 序列 、 属 胞 内 蛋白 〈Radauer et al., 2008)， 是 一 类 结构 保守 并 发 挥 多 种 生物 学 功能 也 
和 蛋白质 (杨涛 和 王 艳 ，2017〉。 过 表达 不 同 来 源 的 PRIO 基因 能 够 显著 提高 转基因 植株 对 多 
种 病原 体 的 抗 性 (Zandvakili et al., 2017; Tang et al., 2019) ， 目 前 普遍 认为 RNase 活性 是 
PR10 发 挥 生物 胁迫 抗 性 的 关键 (Peng et al., 2017; Finkina et al., 2017)。 体 外 研究 显示 具有 
RNase 活性 的 烟草 (Nicotiana tabacum) NtPR10 对 烟草 赤 星 病菌 (Alternaria alternata) 具 
有 抑 菌 活性 ( 张 玉 等 ，2018〉; 过 表达 茉莉 酸 诱导 的 病程 相关 和 蛋白 10 (JIOsPR10) 增强 了 
AK AB XT AI Eel (Magnaporthe oryzae) 的 耐 受 性 (Wu et al., 2016); 玉米 (Zea mays) ZmPR10 
也 最 示 出 广 谱 的 抗 真菌 活性 (Zandvakili et al., 2017) 。 近 年 来 ， 一 些 研 究 发 现 PRIO 基因 也 
受 盐 、 干 旱 、 寒 冷 等 非 生物 因子 的 诱导 ， 在 植物 非 生 物 胁迫 防御 中 同样 发 挥 重 要 作用 。 旱 柳 
(Salix matsudana) SmPR10 的 过 表达 增加 了 拟 南 芥 的 盐 胁迫 抗 性 ， 水 稻 RSOsPR70 的 过 
表达 增强 了 水 稻 对 干旱 胁迫 及 前 股 颖 (Agrostis stolonifera) 对 于 旱 和 盐 胁迫 的 耐 受 
性 (Takeuchi et al., 2016; Han et al., 2017; 汪 志 星 等 ，2018)。 除 具有 抗 病 和 抗 逆 功能 外 ， 
近年 研究 发 现 来 自 魔 香 百合 CLilium longiflorum) ff} LIPRI0、 水 稳 JIOsPR10 和 水 稻 OsPRIOA 
的 过 表达 调节 了 植株 的 生长 发 育 (Hsu etal., 2014; Wu et al., 2016; 张彤 等 ，2019) 。 虽 然 
植物 病程 相关 和 蛋白 家 族 PR10 已 被 广泛 研究 ， 但 其 发 挥 作用 的 机 制 仍 不 清楚 。 
蛋白 质 功 能 的 发 挥 与 其 在 细胞 中 的 位 置 密切 相关 (Scott et al., 2005; He et al., 2013), 


亚 细 胞 定位 是 蛋白 质 功能 研究 的 关键 特征 之 一 。 目 前 ， 大 部 分 PR10 蛋白 亚 细 胞 定位 的 研究 
方法 主要 采用 融合 报告 基因 进行 显 微 观察 ， 例 如 ， 通 过 构建 融合 GFP KARE, SAN RPL 

(Capsicum annuum )PR10-LRRI 复合 物 的 细胞 质 定位 是 引发 辣椒 叶片 细胞 死亡 的 前 提 (Choi 
et al., 2012); EM CaABR18 和 蛋白 则 是 一 个 具有 双重 作用 模式 的 细胞 核定 位 蛋白 ， 其 可 通 


pity 


过 增加 真菌 膜 的 通 透 性 和 核 朋 解 从 而 发 挥 抗 真 菌 活 性 (Chatterjee et al., 2019)。 此 外 ， 采 用 
免疫 胶体 金 技 术 显示 华东 葡萄 Vitis pseudoreticulata) VpPR10.2 蛋白 分 布 在 叶绿体 和 细胞 
壁 ， 从 而 发 挥 其 酶 活性 并 抵抗 病原 体 的 早期 入 侵 〈He etal., 2013)。 以 上 结果 表明 不 同 PR10 
蛋白 定位 于 不 同 细胞 器 ， 进 而 通过 不 同 的 机 制 发 挥 生物 学 功能 。 

盐 穗 木 是 新 疆 盐 碱 环境 分 布 最 广泛 的 建 群 种 和 优势 种 , 是 盐 生 植物 的 先锋 代表 ， 有 着 极 
强 的 生命 力 〈 和 都 金 标 等 ，2006; 陶 大 勇 ，2007; Zeng et al., 2015) . HcPRIO (GenBank: 
KF673356) 是 盐 穗 木 中 的 一 个 盐 响 应 基因 ， 前 期 研究 发 现 该 基因 受到 各 种 非 生 物 胁迫 诱导 
且 可 显著 提高 转基因 植物 的 耐 盐 和 耐 旱 性 〈 文 章 未 发 表 )， 但 对 其 参与 生物 学 功能 的 机 制 仍 
不 清楚 。PSORT (http:/psorthgc.jp/form.html) 在 线 预 测 显示 盐 穗 木 病程 相关 蛋白 HcPR10 
可 能 定位 表达 在 线粒体 基质 、 细 胞 质 和 过 氧化 物 酶 体 等 亚 细 胞 水 平 的 结构 中 。 因 此 ,本 研究 
通过 构建 原核 表达 载体 pET28a-HcPR10， 利 用 大 上 肠 杆菌 系统 表达 并 纯化 融合 蛋 F 
His-HcPR10, 免疫 小 鼠 ， 制备 效 价 高 、 特 异性 强 的 盐 穗 木 病 程 相关 蛋白 HcPR10 的 多 克隆 抗 
体 ， 为 HcPR10 的 组 织 和 细胞 定位 及 生物 学 功能 研究 黄 定 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 和 试剂 
1.1.1 实验 材料 

拟 南 芥 为 Columbia-0 (Col-0) 生态 型 ， 本 小 组 前 期 通过 农 杆 菌 (Agrobacterium) JP 
的 花序 浸染 法 获得 了 转 HcPR10 拟 南 芥 OE1 和 OE9 两 个 纯 系 植株 。 大 肠 杆菌 DH5a 和 BL21 
感受 态 细 胞 购 自 北京 全 式 金 生物 技术 有 限 公 司 ，DH5o-pET-28a (+) 和 
DH5a-pMD18-T-HcPR10 为 本 实验 室 保 存 菌 种 。 
1.1.2 试剂 

限制 性 内 切 酶 Hind II], EcoR 1. Taq 酶 及 T4 DNA 连接 酶 均 购 自 TaKaRa 公司 。 和 蛋白 
和 DNA Marker 均 购 自生 工 生 物 工程 (上海) 股份 有 限 公 司 ; BCA 法 和 Bradford 法 蛋白 浓 
度 测定 试剂 盒 购 自 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ;SDS-PAGE 电泳 各 项 试剂 均 为 北京 赛 驰 生 物 科 
技 有 限 公 司 产 品 ， 辣 根 过 氧化 物 酶 标记 的 山羊 抗 小 鼠 IgG 抗体 购 自 北京 康 为 世纪 生物 科技 
ARAS; DAB 显 色 试剂 盒 购 自 北 京 中 杉 金桥 生物 技术 有 限 公 司 ; 其 他 常用 试剂 为 国产 分 
析 纯 试剂 。 
1.2 方 法 
1.2.1 原核 表达 载体 pET28a-HcPR10 的 构建 

根据 本 实验 前 期 克隆 获得 的 盐 穗 木 病程 相关 蛋白 AcPRIO 基因 序列 (GenBank 登录 号 : 
KF673356) ， 分 别 设计 上 游 仿 EcoRI, FYE Hind 了 三 限制 性 内 切 酶 位 点 的 引物 ， 上 游 引 
物 HcPR10 EP1: 5'-cggGAATTCATGGGTGTATTTACAT-3'; 下 游 引 物 HcPR10 HP2: 
5'-tgtAAGCTTTCAAGCATAAAGCTGAGG-3' (下 划 线 表示 相应 的 酶 切 位 点 ， 小 写字 母 为 保 
护 碱 基 ) 。 以 pMD18-T-HcPR10 质粒 为 模板 ， 进 行 PCR 扩 增 ， FA 1% 的 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检 
WW. HcPR1O PCR 产物 和 pET28a 表达 载体 双 酶 切 后 回收 ，T4 连接 酶 16 CRA, RE 
接 产物 转化 DH5a 菌株 ， 获 得 的 重组 质粒 pET28a-HcPR10 经 双 酶 切 鉴定 正确 后 送 上 海 生 工 
生物 工程 有 限 公 司 测序 。 
1.2.2 重组 蛋白 的 原核 表达 、 优 化 及 纯化 
将 测序 正确 的 重组 质粒 pET28a-HcPR1O 转化 大 肠 杆菌 BL21， 按 照 张 费 等 (2018) 的 方 
法 诱导 表达 目的 蛋白 ， 将 诱 前 、 诱 后 、 诱 后 上 清和 诱 后 沉淀 于 4 C, 12000rmin', Bt» 2 
min， 各 取 20 uL 点 样 , 用 15% SDS-PAGE 检测 。 以 可 溶性 融合 蛋白 占 总 蛋白 含量 的 百分比 
为 依据 ， 对 诱导 的 IPTG 浓度 (0.4、0.7、1.0 mmol-L") 、 温 度 (27、31、37 °C) 、 转 速 

(180. 200. 220r-min') 和 时 间 (4. 5, 6h) 进行 4 因素 3 水 平 正 交 试验 ( 表 1) ， 设 计 


a 


然后 用 200 mmol- L! fy KA 


正 交 分 析 表 〈 表 2) ， 分 析 这 4 个 因素 对 HcPR10 重组 蛋白 可 溶性 
对 正 交 实 验 9 组 不 同 条 件 下 诱导 的 蛋白 进行 SDS-PAGE 电泳 ， 并 通过 ImageJ 对 电泳 条 带 进 
行 灰 度 扫描 ， 确 定 HcPR10 原核 诱导 表达 的 最 佳 条 件 。 在 最 佳 诱导 条 件 下 表达 重组 
His-HcPR10， 收 集 菌 体 ,超声 破碎 ，8 000 rmin， 离 心 10 min 收集 上 清 ， 
efit, SDS-PAGE 检测 洗 脱 蛋白 ， 用 索 莱 宝 公 司 BCA 3 


试剂 盒 进行 定量 ， 分 装置 于 -80 'C 冰 箱 保 存 。 
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表 1 BL21-pET28a-HcPR10 诱导 表达 因素 水 平 表 


4 影响， 优化 表达 体系 。 
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上 镍 柱 纯化 和 蛋白 ， 


Table 1 Table of expression factor level for BL21-pET28a-HcPR1IO 


A 


IPTG 浓度 
Concentration of IPTG(mmol-L") 


0.4 


0.7 


0.8 


Al Za 
Factor 
B C 
Temperature(C) 
27 180 
31 200 
37 220 


表 2 BL21-pET28a-HcPR10 诱导 表达 的 正 交 分 析 


组 别 IPTG 浓度 温度 转速 
Group Concentration of IPTG(mmol-L’!) Temperature(‘C) Speed(r- mi 
1 1(0.4) 1(27) 1(180) 
2 1(0.4) 2(31) 2(200) 
3 1(0.4) 3(37) 3(220) 
4 2(0.7) 1(27) 2(200) 
5 2(0.7) 2(31) 3(220) 
6 2(0.7) 3(37) 1(180) 
7 3(0.8) 1(27) 3(220) 
8 3(0.8) 231) 1(180) 

3(0.8) 3(37) 2(200) 

1.2.3 抗 血 清 的 制备 


以 纯化 的 His-HcPR10 融合 蛋 上 
hg 抗原 与 等 体积 弗 氏 完全 佐 剂 乳化 ， 采 用 腹腔 沪 


天 、29 天 、33 天 
次 免疫 4 天 后 采用 
离心 15 min DAMA, J 
1.2.4 多 克隆 抗体 的 效 价 检测 

以 纯化 的 His-HcPR10 
洗涤 3 次， 每 次 10 min, A 


等 体积 


Speed(r.min’!) 


AR 


n’) 


为 抗原 ， 采 免疫 前 BALB/c 2b 


弗 氏 不 完全 佐 剂 乳化 


= 


眼 部 取 


-80 保存 。 


D 
时 间 


Time(h) 


4 
5 


6 


时 间 
Time(h) 
1(4) 
2(5) 
3(6) 
3(6) 
1(4) 
2(5) 
2(5) 
3(6) 
1(4) 


Table 2 Orthogonal analysis of conditions of prokaryotic expression for BL21-pET28a-HcPR10 


! 清 为 阴性 对 照 。 取 50 
FE 射 法 对 小 鼠 进 行 初次 免疫 ， 并 分 别 在 第 10 
目的 蛋白 加 强 免 疫 , 每 只 50 pg 剂量 。 第 4 
[法 采血 ,将 收集 的 血清 37 CHA 2h, 4 CHR, 5000r-min", 


融合 蛋白 为 抗原 每 孔 加 1 ug 包 被 ELISA 板 , 4 “Cat, 用 TTBS 
H 200 uL 1% BSA 封闭 液 37 CHA 1h. MAA 1% BSA 封闭 液 
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3 min, 


的 HSO; 4 


Mm 


wy H 


白 和 10 hg 拟 南 芥 植株 总 


再 加 入 1:1 000 的 HRP 标记 
次 ,每 次 3 min， 最 后 以 TMB 为 底 物 进行 
反应， 检测 450 nm 波长 下 的 
别 为 N 和 P， 以 P/N>2.1 为 标准 判断 血清 
1.2.5Western Blotting 检测 

以 营养 土 中 生长 4 周 
蛋白， 用 Bradford 


0 免疫 后 
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龄 的 拟 南 芥 为 材料 , 按照 Koteyeva et al.(2011) 所 述 的 方法 提取 植物 


蛋白 浓度 测定 试剂 盒 进 行 蛋白 定量 。 分 别 取 10 ug His-HcPR10 重组 蛋 
A, 4 15% SDS-PAGE 分 离 后 转 印 至 NC 膜 上 ， 用 含 5% 脱 脂 奶 


PAY PBST 4 C 过 夜 封 闭 ， 用 1:1 500 (v/v) 一 抗 ，37 CHA 2h, PBST 洗 膜 3 次 ， 每 次 
10 min; 加 入 1:2 000 Cv/v) 的 辣 根 过 氧化 物 酶 标记 的 山羊 抗 小 鼠 IgG, 37 CHA 2h, PBST 
洗涤 3 次 ， 每 次 10 min， 洗 涤 后 DAB 显 色 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 原核 表达 载体 pET28a-HcPR10 的 构建 及 鉴定 


提取 构建 获得 的 重组 质粒 pET28a-HcPR10， 采 用 


经 1% 琼 脂 糖 凝 胶 1 


UN FP 2 AR IES 


M. DL2 000 marker; 
pET28a-HcPR10. 
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组 质粒 pET28a-HcPRI10; 2. 


电泳 获 得 了 与 预期 486 bp 大 小 相符 
角 ， 表 明 原 核 表 达 载 体 pET28a-HcPR10 构建 成 功 。 
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M. DL2 000 marker; 1. Recombinant plasmid of pET28a-HcPR10; 2. Recombinant plasmid pET28a-HcPR10 was 


digested by Eco R I and 


Hind Ill. 
图 1 
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E 组 质粒 pET28a-HcPR10 的 双 酶 切 鉴定 


Fig.1 Identification of recombinant plasmid pET28a-HcPR1O by double digestion 
2.2 重组 蛋白 HcPR10 的 原核 表达 条 件 优 化 及 纯化 


2.2.1 重组 蛋白 HcPR10 的 原核 表达 
将 重组 质粒 ~pET28a-HcPRIO 转化 到 大 肠 杆 菌 BL21 中 ， 随 机 挑 取 4 个 


BL21-pET28a-HcPR10 单 克隆 , 在 0.7 mmol-L'' IPTG, 37 诱导 温度 、220 rmin 诱导 转速 
下 进行 4h 初步 诱导 表达 ，SDS-PAGE 电泳 结果 显示 ， 与 诱导 前 相 比 ， 经 IPTG 诱导 后 4 个 


单 克隆 均 在 约 25 kDa 处 诱导 出 一 条 增强 的 蛋白 条 带 〈 图 
HÆ BL21 大 肠 杆菌 ， 
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35 kDa 
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A. BL21-pET28a-HcPR10 的 原核 诱导 表达 检测 M. ÆA Marker; 1, 3, 5, 7 分 别 为 1-4 号 菌 液 的 诱导 前 
总 蛋白 ; 2、4、6、8 分 别 为 1-4 号 菌 液 的 诱导 后 总 蛋白 。B. BL21-pET28a-HcPR10 原核 诱导 表达 的 可 溶性 
检测 ; M. 蛋白 Marker; 1. 诱导 前 总 蛋白 ; 2. 诱导 后 总 蛋白 ，3. 诱导 后 总 蛋白 上 清 ; 4. 诱导 后 总 蛋白 沉 
淀 。 


A. Prokaryotic expression of BL21-pET28a-HcPRIO M. Protein marker; 1, 3, 5, 7. Total protein of bacteria 
solution 1 to 4 before induction; 2, 4, 6, 8. Total protein of bacteria solution 1 to 4 by IPTG induction. B. Detection 
of soluble protein in BL21-pET28a-HcPRIO M. Protein marker; 1. Total protein without IPTG induction; 2. 
Total protein with IPTG induction; 3. Supernatant after induction; 4. Precipitation after induction. 
2 BL21-pET28a-HcPR1O 的 原核 诱导 表达 及 重组 蛋白 的 可 溶性 检测 
Fig.2 Prokaryotic expression of BL21-pET28a-HcPR/O and soluble assay for recombinant protein 
His-HcPR10 

2.2.2 重组 蛋白 HcPR10 的 原核 表达 优化 及 纯化 

为 获得 大 量 可 溶性 HcPR10 重组 蛋白 , 对 正 交 实验 9 组 不 同 条 件 下 诱导 表达 的 蛋白 超声 
并 进行 SDS-PAGE 检测 , 使 用 Image) 对 条 带 进行 灰 度 扫描 , 进行 含量 计算 和 统计 学 分 析 ( 图 
3) ， 根 据 数据 显示 可 知 ，9 组 正 交 实验 中 第 8 组 的 可 溶性 蛋白 含量 最 低 ， 第 4 组 的 可 溶性 
蛋白 含量 最 高 ， 约 为 第 8 组 的 3.5 倍 ， 因 而 BL21-pET28a-HcPRIO 菌 种 在 IPTG 浓度 0.7 
mmolIL 、 温 度 27 'C、 转 速 200 rmin' 下 诱导 6 h 时 表达 的 可 溶性 HcPR10 重组 蛋白 量 最 
大 。 在 最 优 条件 下 对 含有 pET28a-HcPR10 重组 质粒 的 菌 种 进行 大 量 表达 ， 收 集 大 肠 杆菌 菌 
体 ， 超 声 破碎 ， 离 心 取 上 清 液 ， 用 组 氮 酸 标签 亲 和 层 析 柱 对 上 清 液 中 的 融合 蛋白 进行 纯化 ， 
对 诱导 前 、 诱 导 后 、 诱 导 后 上 清 、 诱 导 后 沉淀 、 纯 化 的 His-HcPR10 蛋白 进行 SDS-PAGE 检 
测 ， 结 果 显 示 在 最 优 条 件 下 诱导 表达 后 ， 诱 导 的 目的 蛋白 大 部 分 以 可 深 性 形式 存在 ， 并 在 纯 
化 后 得 到 分 子 量 大 小 约 为 25 kDa 的 目的 重组 蛋白 HcPR10 (图 4) 。 以 BCA 蛋白 定量 试剂 
盒 测 得 纯化 蛋白 浓度 为 500 pg-mL"'. 
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不 同 小 写字 母 间 表示 存在 显著 性 差异 (P<0.05)。 
Significant differences are indicated with different letters (P<0.05). 
图 3 不 同 诱导 条 件 对 BL21-pET28a-HcPR10 可 溶性 融合 蛋白 表达 量 的 影响 
Fig.3 Effect of different induction conditions on the expression of soluble fusion protein in 
BL21-pET28a-HcPR10 


M. ÆA Marker; 1. BL21-pET28a-HcPR10 诱导 前 ; 2. BL21-pET28a-HcPR10 诱导 后 ; 3. 
BL21-pET28a-HcPR10 诱导 后 上 清 ; 4. BL21-pET28a-HcPR10 诱导 后 沉淀 ; 5. 纯化 的 His-HcPR10. 
M. Protein marker; 1. Before induction of BL21-pET28a-HcPR10 by IPTG; 2. After induction of 
BL21-pET28a-HcPR10 by IPTG; 3. Supernatant of BL21-pET28a-HcPR/0 after IPTG induction; 4. Precipitation 
of BL21-pET28a-HcPR10 after IPTG induction; 5. Purified protein His-HcPR10. 
图 4 His-HcPR10 重组 蛋白 的 大 量 诱导 表达 及 纯化 
Fig.4 Massive expression and purification of recombinant protein His-HcPR10 

2.3 多 克隆 抗体 的 免疫 效 价 及 特异 性 分 析 

采用 间接 ELISA 法 检测 抗 血清 效 价 。 将 抗 血清 用 1%BSA 封闭 液 按 1:1 000、1:3 000、 
1:9 000、1:27 000, 1:81 000, 1:243 000 稀释 后 进行 测定 ， 结 果 如 图 5: A 所 示 ， 当 抗 血 清 
稀释 243 000 倍 时 ， 小 鼠 抗 血 清 的 光 吸 收 值 与 阴性 对 照相 比 大 于 2.1， 即 抗 血清 效 价 达 1:243 
000， 表 明 该 抗 血清 滴 度 较 高 。 以 纯化 的 His-HcPR10 重组 和 蛋白、 野生 型 及 两 个 转 HcPR10 
基因 拟 南 芥 植株 总 和 蛋白 为 样品 进行 Western Blotting 鉴定 ， 结 果 显 示 纯 化 的 重组 和 蛋白 在 约 25 
kDa 处 出 现 了 一 条 杂交 条 带 〈 图 5: B)， 两 个 转 HcPR10 基因 拟 南 芥 株 系 总 蛋白 在 约 18 kDa 
(图 5: C) 处 均 出 现 了 与 预期 分 子 量 大 小 一 致 的 特异 性 杂交 条 带 ， 而 野生 型 拟 南 芥 总 和 蛋白 
没有 出 现 杂 交 条 带 ， 说 明 制 备 的 HcPR10 抗 血清 不 仅 能 与 重组 的 His-HcPR10 蛋白 结合 ， 
且 也 能 够 特异 的 识别 拟 南 芥 中 异 源 表达 的 HcPR10 蛋白 。 效 价 高 、 特 异性 强 的 His-HcPR10 
融合 蛋白 抗 血 清 制备 成 功 。 
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A. ELISA 检测 HePR10 抗 血 清 效 价 。B. 重组 蛋白 的 Western Blotting 鉴定 M. 和 蛋白 Marker; 1 

His-HcPR10 的 Western Blotting 杂交 。C. 转 HcPR10 拟 南 芥 总 蛋白 Western Blotting 鉴定 M. A Marker; 
2. 野生 型 拟 南 芥 ，3. 转 HcPR10 拟 南 芥 OE1; 4. Fè HcPR10 拟 南 芥 OE9。 
A. ELISA to detect antiserum titer for HcPR10. B. Western Blotting for recombinant protein HcPR10 M. Protein 


. HAE 


Marker; 1. Recombinant protein HcPR10. C. Western Blotting of plant total protein M. Protein Marker; 2. Wild 
type plant; 3. Transgenic plant OE1; 4. Transgenic plant OE9. 
图 5 HcPR10 抗 血清 效 价 及 特异 性 检测 
Fig.5 Detection of antiserum titer by ELISA and specialization by Western Blotting for HcPR10 


3 讨论 与 结 


高 效 的 蛋白 表达 系统 是 研究 蛋白 结构 、 定 位 及 功能 的 基础 。 本 研究 的 核心 目的 是 纯化 目 
的 蛋白 ,制备 效 价 高 、 特 异性 好 的 盐 穗 木 病 程 相关 和 蛋白 HcPR10 的 抗 血 清 。 大 肠 杆 菌 是 最 常 
的 原核 表达 系统 ， 具 有 遗传 背景 清楚 、 遗 传 稳定 、 表 达 量 高 、 成 本 低廉 、 表 达 产 物 易 纯化 
及 使 用 范围 广 等 优点 (Nuc & Nuc, 2006)。 此 外 ， 本 研究 选择 pET28a 作为 表达 载体 ， 不 仅 
由 于 其 含有 高 表达 目的 蛋白 的 噬菌体 T7 启动 子 , 且 其 N 端 和 C 端 各 有 一 个 可 编码 6 个 连续 
His 的 标签 ， 方 便 后 续 融 合 蛋 白 的 纯化 。 本 试验 将 构建 成 功 的 盐 穗 木 重组 表达 载体 
pET28a-HcPR10 导入 大 肠 杆 菌 BL21 中 诱导 表达 , 诱导 后 的 和 蛋白 以 可 溶性 和 包涵 体 两 种 形式 
存在 ， 影 响 了 蛋白 的 大 量 获得 及 后 续 纯 化 工作 的 开展 。 诱 导 温度 、IPTG 浓度 、 诱 导 时 间 和 
诱导 转速 是 影响 原核 表达 及 和 蛋白 可 溶性 的 主要 因素 , 正 交 试验 设计 可 减少 试验 次 数 和 缩短 试 
验 周期 , 并 能 明确 各 因素 对 试验 结果 的 影响 是 否 显 著 以 及 各 因素 的 交互 作用 , 常 被 用 于 多 因 
素 多 水 平 的 最 优 搭配 探索 〈 温 耀 安 等 ，2014)。 本 试验 采用 正 交 设计 对 原核 诱导 表达 条 件 进 
行 优化 ， 最 终 确 定 在 温度 27 C, IPTG 0.7 mmol-L”, INIA) 6h， 转 速 200 r-min' It, MAE 
É HcPR10 在 大 肠 杆菌 内 的 可 溶性 含量 最 高 ， 从 而 增加 了 HcPR10 重组 蛋白 的 数量 和 纯化 效 
率 ， 有 助 于 蛋白 纯化 及 多 克隆 抗体 的 制备 。 赵 乐 等 (2015) 选择 pET32a 作为 表达 载体 ， 采 
用 控制 变量 法 对 诱导 温度 、 诱 导 时 间 、IPTG 浓度 及 诱导 起 始 宿主 菌 密度 这 4 个 因素 对 蛋白 
表达 的 影响 研究 发 现 ， 诱 导 温 度 30 C, IPTG 浓度 0.4 mmol:L 1'、 起 始 宿主 菌 密度 Asoo 为 
0.8、 诱 导 时 间 8 h 为 蛋白 可 溶性 表达 的 最 佳 条 件 。 张 玉 等 (2018) 选择 pCold [低温 表达 
载体 对 目的 蛋白 表达 条 件 研究 显示 ,与 37 CHE, 15 条 件 下 融合 蛋白 表达 量 更 大 ， 可 
溶性 更 高 。 因此 , 推测 蛋白 诱导 表达 的 最 佳 培养 条 件 与 所 选择 的 表达 载体 和 目的 蛋白 自身 的 
性 质 密切 相关 。 

在 最 佳 条 件 下 诱导 表达 重组 蛋白 , 用 Ni** 亲 和 层 析 获得 纯化 的 目的 蛋白 , 免疫 小 鼠 获 得 
HcPR10 抗 血清 ，ELISA 检测 结果 显示 制备 的 HcPR10 抗 血清 效 价 达 1:243 000. 抗体 对 抗原 
蛋白 的 专 一 性 是 抗体 应 用 的 关键 ， 本 研究 提取 了 野生 型 和 转 HcPRI0 基因 拟 南 芥 中 的 总 蛋 
白 ， 通 过 Western Blotting 鉴定 HcPR10 抗 血 清 的 特异 性 ， 结 果 两 个 转基因 株 系 OE1、OE9 
在 18 kDa 附近 均 出 现 一 条 特异 条 带 ， 而 野生 型 拟 南 芥 总 蛋白 没有 出 现 杂 交 条 带 ， 因 此 ， 制 
备 的 HcPR10 抗 血 清 具 有 高 特异 性 。 以 上 结果 为 利用 该 抗 血清 进一步 研究 HcPR10 蛋白 的 组 
织 和 细胞 定位 及 生物 学 功能 莫 定 了 基础 。 

综 上 所 述 ， 本 研究 成 功 构建 了 盐 穗 木 病 程 相关 和 蛋白 HcPR10 的 原核 表达 载体 
pET28a-HcPR10， 通 过 4 因素 3 水 平 正 交 试 验 获 得 了 可 溶性 His-HcPR10 重组 蛋白 表达 的 最 
优 诱 导 条 件 : 温度 27 C, IPTG 0.7 mmo L’, JE 6h、 转 速 200 rmin1， 并 纯化 获得 500 
ug mL! 的 重组 蛋白 ; 制备 的 多 克隆 抗体 效 价 达 1:243 000, Western Blotting Hill ZL AES 
转基因 植物 中 异 源 表 达 的 HcPR10 特异 性 结合 ， 可 用 于 HcPR10 的 亚 细 胞 定位 研究 。 
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